系统性免疫球蛋白轻链淀粉样变性（systemic light-chain amyloidosis，AL）是一种多系统受累的单克隆浆细胞病。其发病率随着人口老龄化和环境致病因素的增多呈现逐年升高的趋势[@b1]。AL的特点为低克隆性增生的浆细胞产生的大量异常免疫球蛋白轻链或片段以淀粉样纤维的形式在体内各脏器、组织和细胞间沉积，致使受累脏器损伤、功能逐渐衰竭[@b2]--[@b3]。此病可致多器官同时受累，病情重，进展快，致死率高，患者的中位生存时间为3个月到6年[@b4]。AL的发病机制不明，与预后相关的危险因素主要包括靶器官损伤和浆细胞的生物学特性[@b5]。免疫系统尤其是T细胞在AL发生和发展、器官损伤中的作用及其与预后的相关性都缺乏系统研究。本研究中我们通过流式细胞术对36例AL患者及28名健康供者（healthy donor，HD）的外周血T细胞表型进行检测，并探讨CD4^−^CD8^+^细胞与AL进展的相关性。

病例与方法 {#s1}
==========

1．病例：纳入2018年8月至2019年8月北京大学人民医院收治的36例AL初治患者，所有患者均符合以下诊断标准：活检组织经刚果红染色确认为淀粉样变性；病变组织经免疫组化法、免疫荧光法诊断为轻链型淀粉样变性；除外合并多发性骨髓瘤或华氏巨球蛋白血症的患者。末次随访时间为2019年9月7日。同期从中日友好医院体检中心配对选取28名年龄相近的HD（无肿瘤、心血管和肾脏疾病）作为对照。

2．流式细胞术检测：Live/Dead NA AViD Viability、CD3、CD56、CD4、CD8、CD25、FOXP3、CD45RA、CD28、CD57抗体均购自美国BD公司。取8 ml新鲜EDTA抗凝全血，Ficoll法分离外周血单个核细胞，加入表面分子抗体，4 °C避光孵育30 min。固定通透细胞，加入核内转录因子FOXP3抗体，室温避光孵育20 min。细胞洗涤后通过流式细胞仪（美国BD公司产品）检测，获取400 000个有核细胞。设门策略：圈出活细胞，进一步圈出外周血总T细胞（CD3^+^CD56^−^）、NKT细胞（CD3^+^CD56^+^），在总T细胞中圈出CD4^+^CD8^−^ T细胞、CD4^−^CD8^+^ T细胞，在CD4^+^CD8^−^ T细胞中圈出Treg细胞（CD4^+^CD25^+^FOXP3^+^）。分析外周血CD3^+^CD56^−^CD4^−^ CD8^+^ T细胞表面CD45RA、CD57、CD28分子的表达水平。

3．临床指标：骨髓浆细胞比例（%）、血清游离轻链（sFLC）、尿轻链、血清N末端脑钠肽前体（NT-proBNP）、心肌肌钙蛋白I（cTnI）、血清白蛋白（ALB）、LDH、ALP、肌酐（creatinine, Cr）、β~2~-微球蛋白（β~2~-MG）、24 h尿蛋白、估算肾小球滤过率（eGFR）、血游离轻链κ、λ及κ/λ。依据梅奥临床2012分期将患者分为1\~4期。

4．统计学处理：率的比较采用*χ*^2^检验，均数比较采用独立样本*t*检验或Mann-Whiteney *U*检验的双侧检验。根据资料是否符合正态分布选取平均值或中位数作为数据分层的界值。*P*\<0.05为差异有统计学意义。采用SPSS 24.0或GraphPad Prism 7软件进行统计学分析。

结果 {#s2}
====

1．一般资料：36例AL患者中，男24例（66.7%），女12例（33.3%）。中位年龄61.5（38.0\~87.0）岁。根据美国梅奥2012分期：Ⅰ期10例，Ⅱ期11例，Ⅲ期6例，Ⅳ期8例，1例患者分期不明。受累轻链类型：λ轻链型29例（78.4%），κ轻链型7例（21.6%）。28名HD中，男18名（64.3%），女10名（35.7%），中位年龄62（54\~77）岁。

2．外周血T细胞亚群：AL患者外周血T细胞（CD3^+^CD56^−^）和NKT细胞（CD3^+^CD56^+^）的比例与HD相比差异无统计学意义（*P*\>0.05）（[表1](#t01){ref-type="table"}）。AL患者CD4^+^和CD8^+^ T细胞比例、CD4/CD8比值、Treg细胞（CD4^+^CD25^+^FOXP3^+^）比例与HD相比差异无统计学意义（*P*\>0.05）（[表1](#t01){ref-type="table"}）。在CD4^−^CD8^+^细胞中，AL患者的CD45RA和CD28阳性率与HD相比差异无统计学意义（*P*\>0.05），但是AL患者的CD57阳性率与HD相比差异有统计学意义，而CD28^−^CD57^+^比例与HD相比差异无统计学意义（*P*\>0.05）（[表1](#t01){ref-type="table"}）。

###### HD与AL患者外周血T淋巴细胞亚群及CD8^+^ T细胞表型的比较（*x*±*s*）

  细胞表型                HD组（28例）   AL组（36例）   *t*值/*U*值   *P*值
  ----------------------- -------------- -------------- ------------- -------
  T淋巴细胞亚群（%）                                                  
   CD3^+^CD56^−^          47.60±11.65    50.34±11.53    445.000       0.429
   CD3^+^CD56^+^          6.31±4.30      7.82±5.23      395.500       0.144
   CD4^+^CD8^−^           44.60±10.14    46.69±15.51    0.612         0.539
   CD4^−^CD8^+^           38.45±9.05     36.88±13.76    0.522         0.604
   Treg                   4.36±2.01      4.11±1.91      479.500       0.744
  CD4/CD8比值             1.29±0.62      1.61±1.07      441.000       0.398
  CD8^+^ T细胞表型（%）                                               
   CD45RA^+^              60.89±16.97    62.22±14.39    0.334         0.736
   CD57^+^                57.62±15.30    48.26±19.32    2.101         0.040
   CD28^+^                46.60±17.77    49.95±21.51    0.666         0.508
   CD28^−^CD57^+^         47.17±16.79    40.40±19.70    1.453         0.151

注：HD：健康供者；AL：系统性免疫球蛋白轻链淀粉样变性；Treg：调节性T细胞

3．AL患者的T淋巴细胞比例与梅奥分期的相关性：根据2012梅奥分期，我们将AL患者分为4期，再将患者分为Ⅰ\~Ⅱ期和Ⅲ\~Ⅳ期两组。两组AL患者间CD3^+^CD56^−^细胞、CD3^+^CD56^+^细胞的比例，T细胞中CD4^+^CD8^−^和CD4^−^CD8^+^的比例，CD4/CD8比值，Treg细胞比例的差异无统计学意义（*P*\>0.05）（[表2](#t02){ref-type="table"}），提示T细胞及其亚群的比例与梅奥分期无显著相关性。

###### 不同分期的系统性免疫球蛋白轻链淀粉样变性患者免疫细胞亚群比较（*x*±*s*）

  免疫细胞亚群         Ⅰ～Ⅱ期（21例）   Ⅲ～Ⅳ期（14例）   *t*值/*U*值   *P*值
  -------------------- ---------------- ---------------- ------------- -------
  CD3^+^CD56^−^（%）   49.54±12.58      52.00±10.37      0.607         0.548
  CD3^+^CD56^+^（%）   9.12±5.88        6.23±3.60        94.000        0.076
  CD4^+^CD8^−^（%）    46.18±17.48      49.29±10.91      0.592         0.558
  CD4^−^CD8^+^（%）    36.48±13.87      35.84±13.09      0.135         0.893
  Treg（%）            4.38±2.07        3.75±1.72        0.936         0.356
  CD4/CD8比值          1.67±1.23        1.62±0.80        133.500       0.660

注：Treg：调节性T细胞

4．λ轻链型AL患者外周血T细胞亚群比例与其他实验室指标的相关性：1例患者临床资料缺失，我们分析了其余28例λ轻链型AL患者的CD8^+^ T细胞比例与多项实验室检查结果的相关性。根据CD4^−^CD8^+^细胞比例的均值（36.88%）将AL患者分为两组：CD4^−^CD8^+^高比例组（16例，中位年龄64.5岁）和低比例组（12例，中位年龄58.5岁）。两组患者年龄的差异无统计学意义（*P*=0.338），性别构成（低比例组：男11例，女5例；高比例组：男8例，女4例）差异无统计学意义（*P*=0.907）。两组的分析结果显示，AL患者外周血CD4^−^CD8^+^细胞比例与eGFR呈负相关（*P*=0.030），与24 h尿蛋白（*P*=0.015）和血Cr（*P*=0.028）呈正相关。AL患者CD4^−^CD8^+^细胞比例与其他指标如骨髓浆细胞比例、血游离κ和λ、血κ/λ、sFLC差值（dFLC）、尿κ和λ、尿κ/λ、cTnI、NT-proBNP、β~2~-MG、ALB、LDH、ALP无相关性（*P*\>0.05）（[表3](#t03){ref-type="table"}）。与CD4^−^CD8^+^的结果相反，CD4^+^CD8^−^T细胞的比例与eGFR呈正相关，而与24 h尿蛋白和血Cr呈负相关。3个肾脏功能指标与Treg细胞比例无显著相关性（[表4](#t04){ref-type="table"}）。

###### 28例λ轻链型AL患者CD8^+^ T淋巴细胞比例与其他实验室指标的相关性

  指标                            CD8^+^细胞≤36.88%   CD8^+^细胞\>36.88%            *t*值/*U*值   *P*值                                 
  ------------------------------- ------------------- ----------------------------- ------------- ------------------------------ ------ -------
  浆细胞（%）                     16                  5.25（0～27.50）              12            8.50（0.50～31.50）            70.5   0.245
  血游离κ（mg/L）                 16                  15.80（6.40～61.40）          12            23.35（7.80～99.10）           58.0   0.080
  血游离λ（mg/L）                 16                  181.25（11.70～1 700.00）     12            291.88（11.90～3 175.00）      86.0   0.664
  血κ/λ                           16                  0.11（0.01～1.39）            12            0.12（0.01～1.22）             90.0   0.792
  dFLC（mg/L）                    16                  168.65（5.17～1 684.00）      12            275.18（2.60～3 135.30）       89.0   0.767
  尿κ（mg/dl）                    15                  6.98（1.85～39.10）           8             10.74（5.41～56.20）           36.0   0.129
  尿λ（mg/dl）                    15                  35.60（5.00～450.00）         8             63.05（5.71～148.40）          43.0   0.285
  尿κ/λ                           15                  0.24（0.05～1.47）            8             0.47（0.04～1.16）             44.5   0.332
  cTnI（ng/ml）                   16                  0.04（0～6.73）               12            0.03（0～0.39）                86.5   0.672
  NT-proBNP（pg/ml）              16                  1 889.00（5.00～12 410.00）   12            2 600.00（61.90～35 000.00）   83.0   0.568
  24 h尿蛋白（g）                 16                  0.74（0.08～10.80）           12            6.86（0.48～14.51）            44.0   0.015
  eGFR（ml·min^−1^·1.73 m^−2^）   16                  87.32（24.75～122.10）        12            41.17（6.32～109.16）          49.0   0.030
  血肌酐（µmol/L）                16                  81.00（33.00～217.00）        12            146.5（48.00～563.00）         49.0   0.028
  β~2~-MG（mg/L）                 12                  2.84（1.52～8.00）            9             6.08（1.71～8.00）             1.8    0.093
  LDH（U/L）                      16                  215.00（140.00～431.00）      12            233.50（152.00～252.00）       92.0   0.864
  ALP（U/L）                      16                  61.50（47.00～238.00）        12            76.50（51.00～298.00）         75.5   0.353
  ALB（g/L）                      16                  34.05（15.40～46.80）         12            30.35（13.90～93.00）          73.5   0.307

注：AL：系统性免疫球蛋白轻链淀粉样变性；dFLC：血清游离轻链差值；cTnI：心肌肌酐蛋白I；NT-proBNP：血清N末端脑钠肽前体；eGFR：估算肾小球滤过率；ALB：血清白蛋白

###### 28例λ轻链型AL患者CD4^+^ T淋巴细胞比例、CD4/CD8比值及Treg比值与24 h尿蛋白、eGFR和血肌酐的相关性分析

  组别                  24 h尿蛋白定量（g）   eGFR（ml·min^−1^·1.73 m^−2^）   血肌酐（µmol/L）                                                                                                 
  --------------------- --------------------- ------------------------------- ------------------ ------- ---- ------------------------ ------- ------- ---- ------------------------- -------- -------
  CD4^+^CD8^−^/CD3^+^                                                         50.000             0.032                                 2.215   0.036                                  51.000   0.036
  CD56^−^                                                                                                                                                                                      
   ≤46.69%              12                    6.31（0.48～14.51）                                        12   43.22（6.32～109.16）                    12   145.00（48.00～563.00）            
   \>46.69%             16                    0.74（0.08～11.83）                                        16   87.32（24.75～122.10）                   16   81.00（33.00～217.00）             
  CD4/CD8比值                                                                 40.000             0.007                                 2.716   0.012                                  44.000   0.012
   ≤1.35                13                    7.11（0.08～14.51）                                        13   35.27（6.32～109.16）                    13   171.00（48.00～563.00）            
   \>1.35               15                    0.70（0.08～10.80）                                        15   89.96（24.75～122.10）                   15   81.00（33.00～217.00）             
  Treg/CD4^+^CD8^−^                                                           86.000             0.610                                 0.086   0.932                                  96.500   0.973
   ≤3.58%               15                    5.44（0.08～14.06）                                        15   84.68（6.32～122.10）                    15   85.00（51.00～563.00）             
   \>3.58%              13                    2.57（0.08～14.51）                                        13   60.63（15.30～119.49）                   13   99.00（33.00～365.00）             

注：AL：系统性免疫球蛋白轻链淀粉样变性；eGFR：估算肾小球滤过率

讨论 {#s3}
====

AL是一类累及多种器官和组织的综合征，临床表现多样，且缺乏规范的治疗方案。目前的治疗方法主要针对恶性单克隆浆细胞的清除以及支持治疗。虽然总体血液学缓解率较高，但血液学完全缓解率和器官缓解率仍偏低。尤其值得关注的是，免疫调节药物的联合应用并未明显改善AL的疗效[@b6]。另外，与AL预后相关的危险因素有很多，可分为与浆细胞病变相关和与靶器官损伤相关两类[@b5]。但免疫系统尤其是T细胞在AL患者浆细胞病变和靶器官损伤的发生发展中是否发挥作用以及发挥何种作用还缺乏深入研究，是否与预后相关也不明确。研究发现，AL患者外周血的CD4^+^和CD8^+^T细胞存在克隆扩增和TCR多样性改变（CDR3谱偏移）[@b7]。本研究通过外周血单个核细胞的流式细胞术分析发现，与HD相比，AL患者外周血CD4^+^和CD8^+^ T细胞的比例、CD8^+^ T细胞的CD45RA^+^和CD28^+^比例差异均无统计学意义，CD57^+^ T细胞比例较HD显著降低。由于T细胞中CD57上调和CD28下调与T细胞的衰老密切相关[@b8]，且骨髓瘤患者外周血CD8^+^ T细胞中的CD28^−^CD57^+^细胞比例显著升高[@b8]，因此我们的研究结果提示AL患者外周血T细胞尤其是CD8^+^杀伤性T细胞的活化无明显异常，未显示明显的衰老迹象。另外，外周血CD8^+^ T细胞的比例与肿瘤负荷相关临床指标（如血清sFLC、dFLC、骨髓浆细胞比例）无显著相关性，提示杀伤性T细胞的比例与肿瘤负荷无明显相关性。

在对靶器官损伤的分析中，我们未发现T细胞（尤其是CD8^+^ T细胞）比例与梅奥分期以及心脏受损的重要指标cTnI和NT-proBNP之间存在相关性。但在分析肾脏损伤相关实验室指标时，我们发现CD8^+^T细胞比例与λ型AL患者的肾小球滤过率呈负相关，与24 h尿蛋白和血Cr呈正相关。当我们纳入κ型患者时，相关的显著性消失。这些结果显示，CD8^+^ T细胞的比例与λ型AL患者肾脏受损的严重程度呈正相关。AL患者中50%\~80%存在淀粉样纤维的肾脏沉积和损伤，最终可导致肾功能衰竭和死亡[@b9]。其中，λ型累及肾脏者更多，也更倾向于沉积在肾小球[@b10]--[@b12]。但是，单纯用浆细胞病变的肿瘤负荷、胚系基因可变区的分布以及轻链的类型并不能很好地解释肾脏受累的两个主要特点，即肾脏对轻链沉积的高度敏感性以及肾脏受累者血液循环中轻链含量或dFLC偏低[@b13]--[@b14]。因此，可能存在其他因素促进轻链的肾脏选择性沉积和（或）肾脏损伤。肾脏的滤过、浓缩功能以及受体介导的轻链摄取可能与肾脏沉积和损伤相关[@b15]。免疫细胞尤其是T细胞在AL患者肾脏损伤中发挥何种作用还不清楚。本研究首次发现CD8^+^T细胞比例与λ型AL患者肾功能呈负相关，CD4^+^T细胞比例与肾功能呈正相关，提示CD8^+^ T细胞的活化可能是导致AL肾脏损伤的危险因素。AL患者外周血CD8^+^ T细胞比例与HD相比差异无统计学意义，CD8^+^ T细胞与肾功能的相关性提示AL患者与HD的CD8^+^ T细胞亚群构成可能存在差别。例如，我们发现AL患者CD8^+^ T细胞中CD57^+^细胞比例较HD显著降低。另外，骨髓瘤患者克隆性浆细胞可分泌大量IL-6[@b16]，AL患者血清中可能也存在较高水平的IL-6[@b17]--[@b18]。IL-6对CD8^+^ T细胞的杀伤活性起关键性作用[@b19]，对诱导CD8^+^ T细胞分化为Tc17细胞也具有重要影响[@b20]--[@b21]。上述内容均提示AL患者外周血中CD8^+^ T细胞亚群可能发生了改变，需要进一步对CD4^+^和CD8^+^ T细胞亚群进行系统检测，并探讨其与血清IL-6水平的相关性。

综上，本研究对AL患者外周血T细胞的流式细胞术结果与临床表现的相关性进行了深入的探讨，结果提示，AL患者外周血T细胞的比例和活化未见明显异常，但CD8^+^ T细胞的比例与λ型AL患者的肾损害相关。由于本组患者病例数较少，CD8^+^ T细胞比例在评估AL患者肾脏预后中的作用以及CD8^+^ T细胞在肾脏损伤中的作用还需大样本临床研究进一步探究。
